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（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
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另外，该学位论文为（                    ）课题（组）的研
究成果，获得（                      ）课题（组）经费或实验室
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构建靶向 DNMT1 基因的短发卡 RNA(shRNA)真核表达载体, 通过脂质体介导
转染骨髓瘤 RPMI8226 细胞并经嘌呤霉素筛选出稳定转染株，同时分别设立（1）
空白对照组：人多发性骨髓瘤细胞株 RPMI8226 及（2）阴性对照组：转染空载质
粒 shRNA 的 control-shRNA； RT-PCR 和 Western blot 检测各组细胞 DNMT1 mRNA
和蛋白的表达情况；PI 染色法流式细胞术检测细胞周期改变；CCK8 检测细胞增
殖抑制情况；Western blot 法检测周期、凋亡相关蛋白表达变化；甲基化特异
性 PCR 检测转染前后骨髓瘤细胞内甲基化水平的改变。 
结果： 
1.DNMT1 cDNA 序列符合实验要求，重组质粒构建成功；重组质粒高效并成
功转入 RPMI8226 细胞；实验组细胞的 DNMT1 mRNA 和蛋白表达量明显低于空白对
照组和阴性对照组（P<0.05）。 
2.实验组细胞处于 G0/G1 期的细胞百分比较空白对照组和阴性对照组两组






















2.靶向沉默 DNMT1 基因后肿瘤细胞増殖抑制与 bcl-2、NF-kB 表达水平减低
有关。 























Objective to investigate exogenous dnmt1 gene transfection on the proliferation, 
apoptosis and methylation level of Multiple myeloma RPMI 8226 cells.  
Methods  
The specifie DNMT1-shRNA Plasmid was constructed and transfected into 
Multiple myeloma RPMI 8226 cells using liPofeetamine2000. Three groups of cells 
were used in the in vitro studies,including black control group(untransfected cells), 
negative control group(cells transfected with the control-shRNA) and 
DNMT1-shRNA group (cells transfected with the DNMT1-shRNA). The expression 
of DNMT1 mRNA was detceted by RT-PCR.The expression of DNMT1 protein was 
measured by westen blot. The cellcycle phase distribution was determined by flow 
cytometry.Cell Proliferation was assessed using CCK8 assay. Methylation level was 
measured by MSP.And westen blot was done to mesure theexpression of cycle 
protein. 
Results 
1.The Nucleotide sequencing results were that : DNMT1-shRNA Plasmid was 
constructed sueeessfully . DNMT1-shRNA transfected into the Multiple myeloma 
RPMI 8226 cells sueeessfully and effieiently. Compared to positive control group,the 
mRNA and Protein in level of dnmt1 in DNMT1-shRNA group were reduce 
(P<0.01). 
2. Compared to black control group or negative control group, DNMT1-shRNA 
signifieantly increased the number of cells in the G0/G1 phase (P<0.01), significantly 
decreased the number of cells of in the S Phase (P <0.05) and G2/M Phase 
(P<0.05),and signifieantly decreased the proliferationindex (P<0.0l).  
3. Compared to black control group or negative control group, protein in level of 
NF-kB and bcl-2  in group DNMT1-shRNA were reduce . 
4. The MSP results were that :the methylation level of socs-1 and p16 was 
significantly decreased in DNMT1-shRNA group compare to black control group or 
















1.shRNA targeting DNMT1 gene significantly inhibited myeloma cell 
Proliferation and induction of apoptosis.  
2. Cell Proliferation Inhibition of targeting DNMT1 gene silencing is associated 
with the lower levels of bcl-2, NF-kB. 
3.ShRNA targeting DNMT1 gene reverse the methylation of tumorsuppressor 
gene on Myeloma Cells. 
4.Targeting silence DNMT1 may become a new pathway for multiple myeloma 
treatment. 
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主要修饰方式包括：DNA 甲基化、组蛋白修饰、染色质重构以及非编码 RNA 的调
控。表观遗传学调节对于调控基因表达以及早期细胞的正常发育及增殖分化有十
分重要的作用。DNA 甲基化和组蛋白修饰是哺乳动物细胞中调节基因表达的两种
最主要的表观遗传方式。 DNA 甲基化是指在 DNA 甲基化转移酶（ DNA 
methyltransferase，DNMT）的作用下，将 S-腺苷甲硫氨酸（SAM）上的甲基基
团转移到 DNA 中胞嘧啶的 5’－CG－3’序列（即 CpG 或 CG 二核苷酸）的 5－C
位置上，使胞嘧啶转化为 5-甲基胞嘧啶（5mC）。DNMT 的主要作用位点是 CpG 二
核苷酸，人类的 CpG 以两种形式存在，一种是分散于 DNA 中，另一种是 CpG 结
构高度聚集的 CpG 岛，后者常出现在基因靠近启动子的区域。在正常组织里，70 %






















个可逆的动态过程，HAT 将乙酰辅酶 A（乙酰 CoA）的乙酰基部分转移到核心组




















和 DNMT3b，DNMT1 是哺乳动物关键的维持甲基化转移酶，主要维持复制期间 DNA
甲基化，DNMT3a 和 3b负责胚胎早期的新生甲基化，研究发现 DNMTs 在各种恶性
病中存在过表达和低表达，对哺乳动物发育及肿瘤的发生、发展起重要作用。有
研究证明，在多种肿瘤中发现 DNMTs 的表达异常增高。如 Shin-ichi Mizuno 等【7】
对 33 例急性髓细胞白血病患者的研究发现，DNMT1、3a、3b 在急性髓细胞白血















等【8】 在对 100 例被诊断为原发性非小细胞肺癌患者的研究中证实 DNMT1、3a、
3b 在肺癌中高表达。A. Ahluwalia 等【9】在对卵巢癌细胞系研究中，发现 DNMT1
在 HeyA8、HeyC2 细胞系中高表达，DNMT3b 在 SK-OV-3、PA-1 细胞系中高表达，
DNMT3a 在肿瘤细胞系及正常卵巢细胞中表达水平未见明显差异。多发性骨髓瘤
中亦存在 DNMTs 过度表达现象，沈建箴等人发现骨髓瘤细胞株中具有甲基化转移




结合蛋白，如 MeCP2 等，可特异性地结合于甲基化 DNA 的 m5CpG 二核苷酸上，然
后进一步将相关辅助抑制因子如 Sin3A、组蛋白去乙酰化酶（HDAC）等聚集到甲
基化的 DNA 上，这些酶作用于与异常甲基化 DNA 相连的组蛋白上，使得组蛋白
H3、H4 的 N 端尾部赖氨酸发生去乙酰化，染色质结构发生改变，从而进一步抑
制抑癌基因的表达。其中 DNMT1 直接参与细胞基因组甲基化过程，并且在多种肿
瘤细胞中都存在 DNMT1 的高表达，而在正常组织细胞中该基因表达量相对较低，




分子抑制剂的研发，地西他滨和 5-氮杂胞苷是两种目前已知的有效的 DNA 甲基




RNA 干扰（RNA interference， RNAi）是指一种分子生物学上由双链 RNA
诱发的基因沉默现象，其机制是当细胞中导入与内源性 mRNA 编码区同源的双链
RNA 时，该 mRNA 发生降解而导致基因表达沉默【13】 。RNAi 具有特异性和高效性，
只降解与之序列相应的单个内源基因的 mRNA；使特定靶基因沉默而不影响其他


















siRNA（small interfering RNA）是 RNAi 途径的中间产物，是介导 RNAi
的重要中间效应分子，主要通过化学合成 siRNA 和构建 siRNA 表达载体两种途径
在细胞内引发 RNAi。由于化学合成 siRNA 的方法价格昂贵，且在细胞内不能持
续表达，对宿主细胞毒性作用较强，因此其应用受到一定限制。相较之下后者应
用比较广泛，目前最常用的向细胞中输送 siRNA 的方法是将 siRNA 序列克隆进
质粒载体中并形成发夹状结构，即 shRNA（RNA-Short hairpin RNA），shRNA 包括
两个短反向重复序列，中间由一茎环（loop）序列分隔的，组成发夹结构，由
pol Ⅲ启动子控制。随后再连上 5-6个 T作为 RNA 聚合酶Ⅲ的转录终止子。该质
粒载体进入细胞内后，发夹结构进行表达，形成一个双链 RNA，进而被 RNAi 通
道处理，发挥 RNAi 作用。研究证实利用质粒载体合成的 shRNA 在体内抑制目的
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